csp(a cenet - Document Bibliography and Abstract 



Page 1 of 1 



Collagen membrane for preventing post-surgical adhesions 



Patent Number: 
Publication date: 
Inventor(s): 
Applicant(s):: 
Requested Patent: 



EP0686402 
1995-12-13 

ABDUL-MALAK NABIL (FR); HUC ALAIN (FR); KHOURY WASSIM (FR) 
COLETICA (FR) 



Application Number 
Priority Number(s): 
IPC Classification: 
EC Classification: 
Equivalents: 



E EP0686402 
EP19950401185 19950522 
FR1 9940006995 19940608 
A61L31/00 

A61L31/10, A61L31/04F2, A61L31/04F4 



C FR2720945, D JP8052204 



Abstract 



Collagen-based membranes comprise a collagen support completely coated on at least one side with a 
gelatin layer, with no mixing between the gelatin layer and collagen support. Also claimed is a process for 
fabricating a collagen-based membrane, comprising (a) preparing a collagen gel; (b) rendering the gel non- 
fluid and immiscible with a soln. (i.e. with the gelatin soln. used in the next step); (c) pouring a gelatin soln. 
over at least one surface of the collagen; and (d) drying the prod. Also claimed is an anti-adherent wound 
dressing comprising at least one membrane* as above. 
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@ Membrane coll age nique anti-adherence post-operatoire 

@ ^invention conceme une membrane a base de collagene. Cette membrane est caracterisee en ce 
qu'elle comprend un support a base de collagene revetu completement d une couche de gelatine, la 
couche de gelatine etant essentiellement non melangee au support de collagene. de preference 
I'ensemble oe la couche de gelatine et du support a base de collagene etant a I'etat lyophilise. 

L'invention trouve une application comme biomatenau en partculier en chirurgie notamment sous 
forme de pansements anti-ad herences. 
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La oresente invention concerne essenttellement une membrane cotlagenique anti-adherence post- 

operatoire. i . .. . . 4 ^ m « 

II est connu par te document FR-B1-2 628 634 un patch de ch.rurgie v.scerale realise a partir d un b.oma- 
teriau forme de aeux couches de collagene superposees et assoc.ees mtimement. une prem.ere couche po- 
reuse collable de cotlagene f ibreux dans laquelie a penetre au moms partiellement une solution de collagene 
destinee a former un film de collagene .nt.mement lie a la prem.ere coucne par penetration profonaement a 
I'interieur des fibres de la premiere couche. 

Dans une vanante de realisation, le collagene peut etre remplace au moins partiellement par ae ia gelatine 
(voir les revendicafons et page 3, l.gnes 6 a 30 et page 4. hgnes 22 a 24). II est ind.que en page 2. I.gnes 1 a 
34 que ce patch permet une bonne cicatnsation des visceres, qu'il se colle facilement, realise un excellent 
effet de confinement, d'hemostase en remplacant temporairement la paro. reconstitute et qu'il resiste meca- 
niquement aussi bien sous forme seche qu'apres rehydratation dans un f luide physioiogique tandis qu .I est 
egaiement exempt ae toxicite chimique tout en etant encore facilement colonisable par des cellules de I orga- 
nisme. 

Cependant, il est apparu que le patch decnt dans ce document presente une resistance mecanique rela- 
tivement faible car le film de collagene ou de gelatine est obtenu par collage d une solution sur du collagene 
f ibreux. ce qui entraine une redissoiution partielle de ce collagene f ibreux et de ce fait la solution de collagene 
ou de gelatine se melange en grande partie aux fibres collageniques. but qui est recherche pour obtenir une 
impregnation au moms partielle de la solution de collagene ou ae gelatine profondement dans le collagene 
fibreux. 

Egaiement, les presents inventeurs ont decouvert que ceci conduisait a divers mconvenients tels qu une 
resistance mecanique relativement reduite, une faible adhesivite du patch aux organes pouvant conduire dans 
certains cas a une perte de contact intime avec lorgane, ainsi que des propnetes nemostatiques encore tn- 
suffisantes. En outre, les presents inventeurs ont egaiement constate que le patch decrit dans ce brevet est 
realise a partir d'atelocollagene, en etant obtenu par un precede decrit dans les documents FR-A- 2 597 499 
et FR-A-2 586 703 (voir page 4, lignes 6 a 10 et exemples 1 et 2). Or, I'atelocollagene est le produit de la di- 
gestion par la pepsme du collagene comme cela est clairement decnt dans le document FR-A-2 597 499 et il 
en resulte que le collagene fibreux obtenu est tres soluble et qu'il va en consequence se melanger d'autant 
plus facilement a la solution de collagene ou de gelatine, melange qui est par ailleurs un but essentiel de ce 
brevet et qui est done recherche. II en resulte une destruction partielle de la couche centrale de collagene fi- 
breux. Au total, le produit final aura un effet barriere limite. 

Par ailleurs, ce document est silencieux vis-a-vis du probleme de la prevention des adherences. ce qui 
fait que I'homme de fart ne pouvait pas penser que ce produit pouvait etre utilise pour prevenir les adherences. 
Or, les adherences post-operatoires sont responsaWes de complications plus ou moins graves. 
En chirurgie abdominale, les adherences intraperitoneales multiplient par quatre le risque d'occiusion in- 
testinale et peuvent provoquer des occlusions intestinales sur brides. 

En gynecologie, les adherences peuvent etre la cause de sterilite et sont parfois a Torigine de douleurs 
pelviennes voire d'occlusions intestinales. Leur incidence est proportionnelle au nombre de retntervention. 

Les adherences pericardiques post-operatoires en chirurgie cardiaque constituent un probleme majeur 
augmentant ia mortalite lors des reinter ventions. La sternotomie iterative comporte un risque potentiel des le- 
sions du coeur et des gros vaisseaux ou des greffons extra-cardiaques dans 2 a 6 % des cas environ et en 
cas d'hemorragie importante lors de la resternotomie, la mortalite operatoire augmente considerablement de 
37 a 50 %. 

Putsque Incidence de ^intervention en chirurgie est en augmentation surtout chez les coronanens et que 
les adherences sont egaiement une cause majeure de complications dans les autres chirurgies. il est important 
d'ameliorer la prevention des adherences post-operatoires. 

En effet les nombreux travaux effectues dans ce domaine. princtpalement en chirurgie pencardique et 
perttoneale. ont eu des succes limites. 

Les experiences realisees tentaient d'agir sur les differentes etapes de la formation des adherences. 

Trois types d'essais ont ete tentes : 

- des trartements pharrnacologiques par voie generale avec des corticoTdes a I'aide par exemple des me- 
dicaments contenant comme pnncipe actif le verapamil ou ('hydrocortisone. Les inconvements de ces 
methodes resident dans ('augmentation du risque infectieux, le retard de cicatrisation, la perturbation 
de I'hemostase et Thypertension arterielle, 

- rirrigation-drainage realisee avec des solutes type Dextran 70® de la societe CLIN-MIDY. Cette tech- 
nique pour etre eff icace necessite un long sejour en reanimation avec un risque infectieux du aux ma- 
nipulations de nombreux flacons ajoute a un risque de tamponnade par mauvais drainage, 

- le patch de Goretex® fabnque par la societe Gore : ce patch en polytetraf luoroethytene a une eff icacite 
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tres nmite et il comporte des nsques infectieux. de compression et de formation d'hematome. 
La presente invention a pour but ae resoudre le nouveau probleme technique consistant en ia realisation 
dun biomatenau permettant de reduire ae facon tres importante les nsques dappantion d'adherence entre 
ie biomatenau et les tissus aes organes concernes par les operations chirurgicaies. 
5 La presente invention a encore pour but de resoudre le nouveau probleme technique enonce ci-dessus 

en fournissant un biomatenau repondant simultanement aux criteres suivants : 

- capacite de prevention des adherences entre le biomatenau et les organes concernes par les operations 
chirurgicaies, 

- des proprietes mecantques ameliorees avec de preference une tres bonne resistance a la traction. 
w - biodegradabilite iente mais totale, 

- la plus faible irritation possible des tissus avec fesquels il est en contact et aucune toxicite pour I'orga- 
msme, 

- un pouvoir adhesif ameliore Dermettant d'ameliorer la securite de maintien en contact intime avec I'or- 
gane concerne en renforcant ainsi les proprietes hemostatiques, ce aui est particulierement important 

7 5 dans le cas ou les organes operes ne sont pas plans, ce qui est generalement le cas. ceci etant parti- 

culierement vrai pour le foie qui presente une surface hepatique concave, 

- structure assez compacte afin de jouer un role barriere. 

- I'emploi d'un procede de fabncation simple, de preference ne necessitant qu'une seule lyophilisation et 
si possible utilisant du collagene a I'etat natif et obtenu par un procede d'extraction simplif ie, 

20 - utilisation facile, et 

- un cout raisonnable. 

L'invention permet de resoudre ce nouveau probleme technique tel qu'enonce ci-dessus. comDletement, 
dune maniere f iable et reproductible, utilisabie a lechelle industrielle et medicate, a un cout raisonnable, no- 
tamment grace a un procede de fabrication simple, de preference ne necessitant qu'une seule lyophilisation, 

25 permettant I'emploi de collagene a I'etat natif et une procedure d'extraction simplifies 

Dans le cadre de l'invention. il a ete decouvert que lorsqu'on depose une couche distincte de gelatine sur 
au moms une face d'un support de collagene, on resout les problemes techniques ci-dessus et on obtient 
l avantage determinant que la gelatine realise un ef fet barriere de par sa structure compacte ainsi qu'un pouvoir 
collant eleve permettant un contact intime, a condition quelle forme une couche distincte de collagene, tout 

30 en obtenant des proprietes mecaniques elevees grace au fait que le support de collagene n'est pas modif ie. 

Ainsi. selon un premier aspect, la presente invention fournit une membrane a base de collagene, carac- 
terisee en ce qu'elle comprend un support a base dudit collagene revetu completement sur au moins une face 
d'une couche de gelatine, la couche de gelatine etant essentiellement non metangee au support de collagene, 
de preference ['ensemble de la couche de gelatine et du support a base de collagene etant a I'etat lyophilise. 

35 Selon un mode de realisation avantageux, la membrane selon l'invention est caracterisee en ce qu'elle se 

presente sous forme compacte. en particulier en ayant ete comprimee a chaud. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de Tinvention, la membrane precitee est obtenue en de~ 
posant une solution de gelatine sur au moins une face d'un gel de collagene prealablement traite pour etre 
non fluide et non miscible a une solution, de preference par congelation, avant lyophilisation de I'ensemble, 

40 ce qui permet d'eviter que la gelatine ne se melange au collagene et procure I'avantage determinant que la 
gelatine reste a la surface du collagene pour revetir completement la surface du support de collagene tout en 
formant lors de la lyophilisation ulterieure de Tensemble une couche de revetement distincte adherente avec 
le collagene. II est a noter que cette couche de revetement de gelatine est distincte, essentiellement non me- 
langee au support de collagene. par le fait qu'elle est coulee sur au moins une face du support de collagene 

45 a I'etat congele. ce qui empeche tout melange, la gelatine lorsquelle est coulee sur le collagene congele se 
congelant elle-meme au moms a ('interface, puis I'ensemble de la couche de gelatine et de support a base de 
collagene etant seche dans des conditions empechant tout melange, les conditions preferees etant une lyo- 
philisation de I'ensemble. 

Grace a l'invention, on resout les problemes techniques precedemment enonces avec I'ensemble des 
so avantages techniques associes. En outre, on notera que la presence de gelatine en couche distincte recouvrant 
le collagene sur au moins une face va conferer a la membrane des proprietes hemostatiques particulierement 
ameliorees grace a une amelioration du pouvoir adherent de la gelatine aux organes concernes par les ope- 
rations chirurgicaies en appliquant la couche de gelatine centre I'organe. ce qui permet aussi de beneficier 
du pouvoir adhesif tres important de la gelatine. L'invention permet d'eviter la pousse d'adherence entre la 
55 membrane et les organes concernes par les operations chirurgicaies, ce qui constitue un progres technique 
determinant en raison du fait que les adherences post-operatoires sont responsables de complications plus 
ou moins graves augmentant le taux de mortalite comme rappele dans ('introduction de la presente description. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, la membrane selon l'invention est obtenue en preparant 
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tout d'abord une eponge de collagene par lyooh.nsat.on d un ge, de collagene. ensu.te une etape de reticulation 
du collagene real.see par un agent reticulant qui peut etre, par exemp.e. chois, aarm, le dipheny ph^pnory- 
lazide (DPPA) en obtenant a.nsi apres lyoph.lisation et reticulation, une eponge reticulee qu, est rehyaratee 
P u,s congelee pour presenter une surface apparente essentiellement etancne. avant de cou.er une solution 
de gelatine sur au moms une face de ladite eponge reticulee. rehydratee et a I'etat congele. en auam.te suf- 
f isante pour couvrir completement le support de collagene sur au moms une face d une couche oe revetement 
cont.nu de gelatine. L'ensemole obtenu est ensuite seche. de preference en etantlyophil.se. 

Le lyophihsat formant une membrane ensurte obtenu peut etre comprime a chaud pour obtenir une mem- 
brane compnmee selon ('invention qui const.tue amsi une memorane preferee selon ('invention anti-adherence 
et presentant deux couches distinctes. une couche externe formant film de revetement de gelatine, sur au 
moins une face essentiellement non melange au support formant couche interne en collagene. 

Selon une variante de realisation particuliere. le collagene cho.si est essentiellement de type I et de pre- 
ference provient de la peau de veau. 

En effet le collagene essentiellement de type I constitue le collagene prefere puisqu il peut etre extra* 
sous forme completement native, c est-a-dire avec sa structure helicoldale et ses telopept.des preserves. 
Dans le cadre oe Invention, il a ete decouvert que le caractere natif du collagene est important pour une ap- 
plication therapeutique, notamment sous forme de pansement evitant les adherences en chirurgie post- 
operatoire Le collagene natif essentiellement de type I permet d'obtenir un oiomatenau avec de meilleures 
propnetes mecaniques et une susceptibilite plus faible v.s-a-vis de la digestion enzymatique. Dans le cadre 
ae I'invention. on entend par collagene natif du collagene comportant ses telopept.des et sa structure nel.co,- 

dal6 Dans ce cadre il est prefere dans le cadre de I'invention que le support a base de collagene essentielle- 
ment de type I se presente sous forme d une nappe obtenue par lyophilisation d un gel de collagene essen- 
tiellement de type I, a I'etat natif. 

En outre selon un mode de realisation avantageux, il peut etre realise une reticulation phys.que du support 
de collagene en particulier par sechage sous vide a une temperature au moms egale a 80°C. et de preference 
au moins egale a 100"C, ce qui permet d'ameliorer la resistance mecamque de la membrane finale et de di- 
minuer sa vitesse de digestion. 

On peut encore augmenter la compacite dudit materiau et diminuer sa vitesse de b.odegradation en 
comprimant a chaud la memorane obtenue apres lyophilisation. sous une pression elevee. par exemple su- 
perieure a 100 kg/cm 2 et en particulier de l ordre de 200 kg/cm 2 . 

II est a noter que le collagene seul ne permet pas de resoudre de maniere satisfaisante le probleme de 

I'adhesivite. . . 

Dans le cadre de I'invention. il a ete decouvert de maniere mattendue qu une couche de gelatine formant 
une couche dist.ncte sur au moins une face d un support de co.lagene permettait de resoudre ce probleme en 
ameliorant ( adherence du biomateriau v.s-a-v.s de I'organe qu. doit etre recouvert pour l isoler des tissus avoi- 

S na On comprend ainsi que ('invention permet bien de resoudre le probleme technique precedemment enonce 
en totalite. de maniere f iable. reproductible, utilisable a I'echelle industnelle et medicale. 

Selon un deuxieme aspect, la presente invention fournit egalement un procede de fabrication d une mem- 
brane a base de collagene. caracterise en ce qu'il comprend les etapes essentielles su.vantes : 

a) on prepare tout d'abord un gel de collagene. de preference un collagene de type I ; 

b) on traite le gel de collagene dans des conditions rendant le collagene non f luide et non capable d'etre 
miscible a une solution . 

45 c) on prepare une solution de gelatine et on coule cette solution de gelatine sur au moms une face du col- 

lagene traite pour etre non miscible avec ladite solution de gelatine : et 

d) on seche I'ensemble forme par la couche de gelatine recouvrant completement le collagene sur au moms 
une face, de preference par lyophilisation. en obtenant ainsi ladite membrane. 

Selon un mode de realisation particulier. apres sechage, de preference par lyophilisation. on peut realiser 
so une reticulation physique de la membrane, en particulier en soumettant la membrane a un traitement sous 
pression reduite a la chaleur, en particulier a une temperature superieure a 80°C et mieux supeneure a 100°C. 
Avantageusement. cette pression redurte peut etre inferieure a 1 mbar et de preference inferieure a 0.5 mbar. 
Cependant cette reticulation physique de la membrane ne semble pas a I'heure actuelle presenter d'avanta- 
ges particuliere car elle conduit a une reticulation de la gelatine ce qui diminue ses propnetes d'anti-adherence. 
55 Selon un autre mode de realisation avantageux du procede selon I'invention. le traitement du gel de col- 

lagene pour le rendre non fluide et non miscible comprend une etape de congelation. 

Selon un autre mode de realisation, ce traitement du gel de collagene comprend une lyophilisation. La 
lyophilisation du gel de collagene est particulierement interessante lorsqu'on sounaite realiser une reticulation 
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physique du collagene. surtout lorsque celui-ci est du collagene natif comme prefere seion l'invention. Letape 
de reticulation physique de la membrane peut etre realisee dans les conditions precedemment enoncees. a 
savoir en soumettant le collagene lyophilise a un traitement sous pression reduite a la chaleur. en particular 
a une temperature supeneure a 80°C et mieux superieure a 100°C. Cette pression reduite peut egaiement etre 

5 mfeneure a 1 mbar et ae preference inferieure a 0.5 mbar. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, le procede selon I invention comprenc toutc abord la pre- 
paration d'une eponge de collagene par lyophilisation d'un gel de collagene, ensuite d une etape ae reticulation 
au collagene realisee par un agent reticulant qui peut etre. par exemple. choisi par le diphenylDhospnorylazide 
(DPPA) en obtenant amsi apres lyophilisation et reticulation, une eponge reticulee qui est ensuite rehydratee 

w puis congelee pour presenter une surface apparente essentiellement etanche. avant de couler une solution 
de gelatine sur au moins une face de ladite eponge reticulee. rehydratee et a I'etat congele, en quantite suf- 
f isante pour couvrir completement sur au moms une face le support ae collagene d une couche ae revetement 
continu de gelatine. L'ensemDle obtenu est ensuite seche. de preference en etant lyophilise. 

Selon un autre mode de realisation avantageux du procede de ('invention, la membrane obtenue apres 

15 lyophilisation de I'ensemble de la solution de gelatine et du collagene est compactee. en particular compactee 
a chaud. a une pression avantageusement au moins egale a 100 kg/cm 2 , en particulier d'environ 200 kg/cm 2 . 

Amsi, grace a la methode de faDncation qui vient d'etre decnte, il est possible de preparer selon une tech- 
nique industnelle aisee a mettre en oeuvre, une membrane selon l'invention qui est souple. lentement biode- 
gradable, aisement manipulate, et qui evite les adherences post-operatoires. 

20 Dans les cas ou la membrane sera utilisee comme biomatenau, en particulier en chirurgie. dans aes points 

de l organisme ou la degradation enzymatique sera importante. il est prefere d'utiliser une membrane preparee 
a Dartir d'un gel de collagene qui aura ete tout d'abord lyophilise pour former une eponge, qui est ensuite sou- 
mise a un traitement de reticulation ou de tannage, en particulier parte diphenylphosphorylazide avant d'etre 
enduite ou recouverte de ia solution de gelatine, sur au moins une face, apres rehydratation et congelation, 

25 puis I'ensemble sera a nouveau lyophilise. 

Le lyophilisat obtenu pourra ensuite etre comprime a chaud pour obtenir la membrane sous sa forme finale 
directement utilisable comme bio-materiau de chirurgie ayant des proprietes anti-adherences remarquables 
permettant ainsi de constituer des pansements anti-adherences. 

Ainsi, selon un troisieme aspect, la presente invention couvre egaiement ('utilisation de la membrane pre- 

30 crtee comme biomateriau. en particulier en chirurgie et notamment sous forme de pansement notamment a 
action anti-adherence. 

L'invention couvre egaiement des pansements notamment a action anti-adherence caractenses en ce 
qu'ils comprennent au moms une membrane telle que precedemment def inie. 

Dans ce cadre, l'invention trouve une application particuliere en chirurgie abdominate en evitant les adhe- 
35 rences intraperitoneales qui multiplient par quatre le risque d'occlusion intestinale et qui peuvent provoquer 
des occlusions intestinales sur brides ; en encore en gynecology ou les adherences peuvent etre la cause de 
sterilite, ainsi que de douleurs pelviennes voire d'occlusions intestinales ; ou encore en chirurgie cardiaque 
ou les adherences pericardiques post-operatoires constituent un probleme majeur augmentant la mortalite. 
Dans le cadre de l'invention pour Tun quelconque des aspect precedents, on observera que la proportion 
40 de collagene dans la solution de collagene de depart pour former le support de collagene peut vaner dans les 
limites habitueiles de proportion, en general entre 0,3 et 2 % en poids. une proportion actuellement preferee 
etant d'environ 0,75 % en poids de collagene dans la solution de collagene. 

En ce qui concerne la solution de gelatine destinee a former la couche de revetement continue sur au 
moins une face du support de collagene. la proportion de gelatine sera de preference comprise entre 0.5 et 4 
45 % en poids. une proportion preferee etant de I'ordre de 1.5 %. 

Par ailleurs. i'epaisseur de la couche de la solution de gelatine destinee a former le revetement continu 
sur au moins une face du support de collagene n'est pas critique des lors Quelle est continue. Generalement, 
I'epaisseur de la couche pourrait etre comprise entre 0,1 et 5 mm. exceptionnellement atteindre 10 mm. Na- 
turellement. on peut deposer une couche de gelatine sur deux faces opposees du support ou sur I'ensemble 
50 des faces du support ou meme appliquer plusieurs couches sans sortir du cadre l'invention. 

Egaiement, I'epaisseur du support de collagene peut vaner dans de large limite. Elle sera, par exemple. 
compnse entre 2 et 25 mm. en particulier entre 10 et 20 mm. 

D'autres buts, caracteristiques et avantages de l'invention apparaitront ciairement a partirde la description 
explicative qui va suivre faite en reference a plusieurs exemples de realisation de l'invention donnes simple- 
55 ment a titre d'illustration et qui ne sauraient done en aucune facon limiter la portee de l'invention. Dans les 
exemples, les pourcentages sont donnes en poids, sauf indication contraire. 

L'invention est egaJement decnte en reference aux dessins annexes rapportant des essais comparatifs. 
Ainsi. dans les dessins : 

5 
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- la figure 1 represente une ohoto numerotee 0014 representant la coupe dun patch prepare selon la tech- 
nique decrte dans le aocument FR-B1-2 628 634 selon la procedure decnte a I exemoie 4 permettant 
de mettre en evidence lobtention d une seuie couche dans la structure du biomatenau qui aDparalt ho- 
mogene dans toute I epaisseur, cette photo etant obtenue sur un microscope electronique fonctionnant 

5 a 1 5 kV et avec un agrandissement de 1 20 ; et 

- la figure 2 represente une photo simitaire numerotee 0006 obtenue par microscope electronique dans 
les memes conditions avec le meme agrandissement, d'une membrane preparee selon Imvention fai- 
sant apparaitre deux couches distmctes. la couche superieure sur une face etant constituee de gelatine 
en etant revelee par la presence d'ecailles caractenstiques. 

10 

Exemple 1 

Preparation d'une membrane selon I'invention a propnete anti-adherence a partir d un collagene non reticule 
ou non tanne, utiiisable sous forme de pansement anti-adherence 
15 a) Preparation du gel de collagene natif essentiellement de type I et de faibles quantites de type III 

Un gel de collagene natif de type i est prepare a partir de peaux de veaux preaiabiement lavees et 
epilees dans un bam contenant pour 100 g de peau: 250 ml d'eau, 2,5 g de sulf ure de sodium a 60 % (en- 
viron 0,02 M en final), et 3.5 g de chaux eteinte (environ 0,15 M). Le bain d epilage est elimine par trois 
lavages de 250 ml d'eau. 

20 La peau epilee est refendue afin d'elimmer les cdtes chair puis dechaulee dans un bain contenant 

pour 1 00 g de peau : 50 ml d'eau, 3 g de chlorure dammonium (moiarite finale environ 0,5 M), et 0,5 g de 
metabisulfite de sodium (0,02 M en final), elle est ensuite neutralisee. puis les sels sont elimines par 2 
lavages a I'eau. 

Le derme ainsi traite est alors broye, puis lave dans de I'eau purif iee apyrogene a raison de 1 kg de 
25 broyat pour 5 I d'eau. II est ensuite lave par un tampon phosphate pH 7,8 : dihydrogenophosphate de po- 

tassium 0,78 g/i (moiarite finale 0,005 M), et monohydrogenophosphate disodique 21 ,7 g/l (moiarite finale 

0. 12 M). Le phosphate est ensuite elimine par 2 lavages successifs a I'eau purif iee apyrogene. 

Le broyat est alors acidifie par une solution d'acide acetique a 10 %, la quantite d'acide etant de 5 % 
p/p par rapport a la matiere seche. la moiarite est d'environ 0,08 M en acide acetique. L'ensemble est alors 
30 malaxe, la pate ainsi obtenue est diluee avec de I'eau purif iee apyrogene de facon a obtenir un gel ayant 

une concentration d'environ 0,75 % en collagene natif. 
b) Preparation de la membrane proprement dite selon Hnvention 

Sur une couche preaiabiement congelee du gel a 0,75 % de collagene natif essentiellement de type 

1. obtenu a I'etape a) c^dessus, d'un poids de 1 kg d'une epaisseur de 1,8 cm, sont coules 214 ml d'une 
35 solution de gelatine qualite pharmacopee d'une concentration de 1.5 % en obtenant ainsi une couche 

continue de gelatine sur une face de support ayant une epaisseur de 4 mm. L'ensemble est ensuite lyo- 
philise, puis reticule physiquement pendant 6 h a 110°C sous une pression de 450 u.bar. 

On obtient ainsi une membrane constituant une compresse qui peutetre compactee en la pressant 
a chaud, par exemple a 55°C pendant 15 s sous une pression de 200 kg/cm 2 . 
40 La membrane compactee ainsi obtenue peut etre utilisee telle quelle sous forme de pansement anti- 

adherence comme cela sera decrit dans le cadre de l exemple 3. 

Exemple 2 selon rinvention 

45 Membrane preparee a partir de collagene reticule ou tanne utiiisable comme pansement anti-adherence 

On prepare 1 kg de gel de collagene a 0,75 % de collagene essentiellement de type I comme decrit a 
I'exemple 1a). 

Ce gel de collagene essentiellement de type I est ensuite coule sur une epaisseur de 1 .8 cm et lyophihse. 

On obtient ainsi une compresse qui est incubee pendant 24 h dans 375 ml de dimethylformamide (DMF) 
so contenant 0,1 % (V/V) de diphenylphosphorylazide (DPPA). La compresse est ensuite rincee par deux pas- 
sages dans 1 I de tampon borate a pH 8,9 contenant 15,256 g/l de tetraborate de sodium et 2,474 g/l d'acide 
borique. La compresse est f inalement incubee dans un autre litre de meme tampon pendant 1 2 h. Elle est alors 
rincee a I'eau permutee en contmu pendant 6 h. 

214 ml d'une solution de gelatine qualite pharmacopee a une concentration de 1,5 % sont alors coules 
55 sur une face de la compresse preaiabiement congelee, en obtenant ainsi une couche de revetement continue 
de gelatine, sur une face, d une epaisseur de 4 mm. L'ensemble obtenu est ensuite lyophilise. 

On obtient alors une membrane selon la presente invention qui peut etre utilisee telle quelle ou avanta- 
geusement peut etre compactee en la compnmant a chaud, par exemple a 55°C pendant 1 5 s sous une pres- 
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ston de 200 kg/cm 2 . 

En vananie, on peut couler une coucne de gelatine sur les deux faces ou toutes ies faces du support de 
collagene. 

5 Exempie 3 selon Invention 

Effet anti-adherence des membranes selon ['invention 

La membrane selon I'invention tel que par exempie obtenue a I'exemple 1 peut etre utihsee comme bio- 
materiau. en particulier en chirurgie, sous forme de pansement anti-adherence. 
10 Les qualites anthadherences des membranes selon I'invention ont ete experimentees in vivo chez ie pore. 

Le protocole experimental et les resuitats obtenus sont donnes ci-dessous. 

Huit pores ont ete operes avec mise en place du produit entre I'organe operant sur les tissus au moins 
avec la face ayant la coucne de gelatine appliquee centre I'organe. pour eviter I'apparrtion des adherences et 
sept pores temoins ont subi les memes operations chirurgicales. La race et le poids des animaux etaient les 
15 memes pour tous les sujets. 

Trois membranes ont ete implantees par animaux : une en position pericardique et deux contre le foie. 
Les reinterventions ont eu lieu deux mots et demi plus tard. Le but de ce travail etait d'anaiyser les aspects 
macro et microscopique des eventuelles adherences post-operatoires et de tester la tolerance du produit apres 
deux mois et demi dimplantation. 
20 ^observation macroscopique des adherences permet de ies ranger dans quatre classes : 

Classe 0 ; Absence totale d'adherence 

Classe I : Adherence minime, decollable au doigt 

Classe II : Adherence moderee. La dissection est possible aux ciseaux et le plan de clivage est facile 

a reperer 

25 Classe III : Adherence severe. Pas de plan de clivage. 

L'evaluation macroscopique s'appuie sur I'observation visuelle et sur des photos. 

L'observation microscopique est destinee a la recherche de reaction inflammatoire eventuelle et a la mise 
en evidence d appantion d'adherence sur I'organe. L'observation a ete realisee d'une part lors de la resorption 
du produit et d'autre part apres digestion totale du biomateriau. 

30 Les resuitats de ('experimentation ont ete les survants : un deces s'est produit dans le groupe temoin et 

un autre apres huit jours dans le groupe ayant recu le produit. Le premier deces etait du a un accident d'anes- 
thesie et le deuxieme a une colite necrosante hemorragique sans rapport avec V utilisation du biomateriau. Cet 
incident a permis de proceder a une observation anatomique qui a montre qu au bout de huit jours les panse- 
ments etaient indemnes de toute infection, bien fixes et non resorbes. 

35 Les reinterventions effectuees au deuxieme mois et demi ont permis de reveler que : 

- les six animaux temoins presentaient tous des adherences severes de classe III, 

- chez sept pores du deuxieme groupe, les adherences etaient de classe 0 ou I. Dans certains cas, la re- 
sorption du biomateriau n'etait pas complete. En particulier. le produit s'etait transforme en un film adhe- 
rent au foie, permettant ainsi de decoller facilement cet organe du peritoine. 

40 L' etude histologique a montre I'absence de reaction inflammatoire ainsi que la resorption plus ou moms 

complete du biomateriau. 

Cette experience met en evidence la grande eff icacite (dans 1 00 % des cas sur 21 cas) de ce biomateriau 
etsa parfaite tolerance. 

45 Exempie 4 selon 1'invention 

Essai comparatif de resistance mecanique, entre un patch de chirurgie viscerate obtenu en utilisant I'ensei- 
gnement du document FR-B1-2 628 634 et une membrane a deux couches distinctes selon la presente inven- 
tion. 

50 Les conditions de preparation et d'essai de resistance mecanique sont les suivantes : 

1°. Preparation d'un patch de chirurgie viscerale sur la base de I'enseignement de FR-B1-2 628 634 

A 1 kg de gel de collagene natif bovin de type I et de type III obtenu selon le procede decnt dans la 
presente invention a I'exemple 1 a, on ajoute 5 I d'eau purif iee a pyrogene. Le nouveau gel obtenu presente 
une proportion de matiere seche de 0,125 %. 
55 Le collagene de cette preparation est precipite a I'aide de 660 ml de solution Na 2 HP0 4 (0,2 M. pH 

7.5). La precipitation est realisee a 20°C pendant 15 h. 

Avec le precipite recupere par centnfugation. on realise un gel contenant 0.76 % de collagene et 0.76 
% de glycerine comme decnt a Texemple 1 de FR-B1-2 628 634 avant d'etre congele et lyophtlise. 

7 
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Pour reahser cet essai comparatif. I'eponge obtenue est alors pressee a 55= pendant '.5 s sous une 
pression ae 200 kg/cr* comme preconise dans le cadre du precede de la presente invention, les conditions 
oe compression netaient pas aecrites dans ce document anteneur. 

Ensuite 1 64 ml d une solution de gelatine a une concentration de 1 .5 % en po.ds sont coules sur une 
face de I'eponge comonmee. ce qui forme une couche continue de 4 mm sur cette face. L ensemble est 
alors seche a l air a temperature ambiante. 

Le patch de chirurgie viscerale ainsi obtenu presente une epaisseur d environ 600 urn (0.6 mm). 

Sur une partie de ce patch, on realise une coupe et une prise de photograohie sur microscope elec- 
tronique pour obtenir la photo de la figure 1 . 

On prepare par ailleurs 10 eprouvettes a partir de ce patch ayant une largeur de 1 5 mm et une epais- 
seur de 600 \im On fait subir une hydratation de 1 mm dans de I'eau distillee. 

Les resultats obtenus avec le patch de chirurgie viscerale selon Tart anteneur sont rapportes au ta- 
bleau I. 

TABLEAU I 

Determination de la resistance a la traction avcc allongement 
a la rupture d'un patch selon FR-B1-2 628 634 





Resistance a la 
traction en N 


Allongement a la 
rupture en % 


Eprouvettes 






Essai 1 


0.48 


30 


Essai 2 


0.79 


33 


Essai 3 


0.53 


32 


Essai 4 


0.56 


26 


Essai 5 


0,102 


34 


Essai 6 


0,102 


40 


Essai 7 


0,48 


24 


Essai 8 


0.102 


34 


Essai 9 


0,52 


24 


Essai 10 


0,80 


30 


Movennes 


0,45 * 0.26 


30,7 ± 5.03 



2° Preparation d'une membrane seion I'invention 

La membrane utilisee est celle qui est obtenue a I'exemple 1. On prepare 10 eprouvettes ayant une 
largeur de 1 5 mm et une epaisseur de 600 urn (0.6 mm) pour etre identique aux eprouvettes utilisees pour 
realiser les essais de resistance mecanique du patch selon FR-B1-2 628 634. 

On realise egalement une photo en microscopte eiectronique dans les memes conditions que pour 
Tart anteneur, objet de ia figure 2. 

Les resultats des essais de resistance a la traction avec allongement a la rupture des eprouvettes 
selon la presente invention sont rapportes au tableau II. 
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TABLEAU II 

Determination de la resistance a la traction avec allongement a la rupture 
d'une membrane selon I'exemple 1 de la presente invention 





Resistance a la 


Allonsjement a la 




traction en N 


rupture en % 


Eprouvettes 




Essai 1 


3,53 


34 


Essai 2 


1,35 


30 


Essai 3 


1.85 


14 


Essai 4 


3.75 


28 


Essai 5 


3,37 


34 


Essai 6 


2.20 




Essai 7 


1.90 


16 


Essai 8 


3.57 


32 


Essai 9 


3,35 


28 


Essai 10 


2,75 


17 


Movcnnes 


2, 7 6 - 0,87 


25.5 ± 7,65 



30 II est a noter que les essais de resistance a la traction ont tous ete realises avec un appareil de marque 

Instron type 6022 bien connu a I'homme de Tart. 

II resulte ciatrement de la comparaison des tableaux I et II precites que la resistance a la traction en Newton 
moyenne des eprouvettes de membrane selon ta presente invention est de 2,76 r 0,87 alors que celle-ci n est 
que de 0,45 ± 0.26 dans le cadre du patch selon FR-B1-2 628 634 ce qui constitue une amelioration remar- 
ks quable de resistance mecanique d'environ 500 %. 

On comprend ainsi le progres technique considerable obtenu grace a (Invention. 



40 
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Revendications 

1. Membrane a base de collagene, caracterisee en ce qu'elle comprend un support a base dudit collagene 
revetu completement sur au moins une face d'une couche de gelatine, la couche de gelatine etant es- 
sentieilement non melangee au support de collagene, de preference I'ensemble de la couche de gelatine 
et du support a base de collagene etant a Tetat lyophilise. 

2. Membrane selon ta revendication 1 . caracterisee en qu'elle se presente sous forme compacte. en parti- 
cuher en ayant ete comprimee a chaud. 

3. Membrane selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que la membrane est obtenue en deposant 
so une solution de gelatine sur un gel de collagene prealablement congete, avant lyophilisation de I'ensenv 

ble. 

4. Membrane seton la revendication 1 ou 2. caracterisee en ce que ladite membrane est obtenue en prepa- 
rant tout d'abord une eponge de collagene par lyophilisation d'un gel de collagene, ensuite une etape de 

55 reticulation du collagene realisee par un agent reticulant qui peut etre, par exemple. choisi parmi le di- 

phenylphosphoryiazide (DPPA) en obtenant ainsi apres lyophilisation et reticulation, une eponge reticulee 
qui est rehydratee puis congelee, avant de couler une solution ae gelatine pour couvnr completement au 
moms une face du support de collagene d une couche de revetement continue de gelatine. 

9 
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Membrane selon la revendication 4. caracterisee en ce que I ensemble obtenu est iyophilise. 

Membrane selon ia revendication 5. caracterisee en ce que le lyophilisat oDtenu est compnme a chaud 
pour obtenir une membrane compnmee. 

Membrane selon Tune des revend.cations 1 a 6, caracterisee en ce que le collagene est essentiellement 
de type I. et de preference provient de ia peau de veau. 

Membrane selon Tune des revendications precedentes, caracterisee ce que le collagene precite est es- 
sentiellement de type I. sous forme compl element native, c est-a-dire avec sa structure helicoidale et ses 
telopeptides preserves. 

Membrane selon Tune des revendications precedentes. caracterisee en ce que le support precite est a 
base de collagene essentiellement de type I se presentant sous forme dune nappe obtenue par lyophi- 
lisation dun gel de collagene essentiellement de type I. 

Membrane selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 7 a 9. caractensee en ce que le support de 
collagene a subi une reticulation physique, en particulier par sechage sous vtde a une temperature au 
moms egale a 80°C, et de preference au moins egale a 100°C. 

Membrane selon I'une quelconque des revendications precedentes. caracterisee en ce que la membrane 
obtenue apres lyophilisation a ete comprimee a chaud sous une pression elevee, par exemple supeneure 
a 100 kg/cm 2 et en particulier de l ordre de 200 kg / cm 2 . 

Procede de fabrication d une membrane a base de collagene, caracterise en ce qu'il comprend les e tapes 
essentielles suivantes : 

a) on prepare tout d'abord un gel de collagene, de preference un collagene de type I ; 

b) on traite le gel de collagene dans des conditions rendant le collagene non f iuide et non capable d'etre 
miscible a une solution ; 

c) on prepare une solution de gelatine et on coule cette solution de gelatine sur au moins une face du 
collagene traite pouretre non miscible avec ladite solution de gelatine ; et 

d) on seche, de preference par lyophilisation, I'ensemble forme par la couche de gelatine recouvrant 
completement au moms ladite face de collagene. en obtenant atnsi ladite membrane. 

Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que, apres lyophilisation, on reaiise une reticulation 
physique de la membrane, en particulier en soumettant la membrane a un traitement sous pression reduite 
a la chaleur, en particulier a une temperature supeneure a 80°C et mieux superieure a 100°C. 

Procede selon la revendiction 13. caracterise en ce que la pression reduite precitee est inferieure a 1 mbar 
et de preference inferieure a 0,5 mbar 

Procede selon I'une des revendications 12 a 14, caracterise en ce que le traitement du gel de collagene 
pour le rendre non f Iuide et non miscible comprend une etape ae congelation. 

Procede selon la revendication 15. caracterise en ce que le traitement du gel de collagene comprenant 
une lyophilisation, puis une rehydration suivie d'une congelation avant de coulerla solution de gelatine. 

Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que le gel de collagene Iyophilise. constituant une 
eponge de collagene. est soumis a une etape de reticulation du collagene par un agent reticutant qui peut 
etre, par exemple, choisi parmi le diphenytphosphoryiazide (DPPA) en obtenant ainsi une eponge lyophi- 
lisee, reticulee, qui est ensuite rehydratee et congelee avant de coulerla solution de gelatine precitee sur 
au moins une face. 

Procede selon I'une des revendications 12 a 17, caracterise en ce que la membrane obtenue apres lyo- 
philisation de I'ensemble de la solution de gelatine et du collagene est compactee. en particulier compac- 
tee a chaud, a une pression avantageusement au moins egale a 100 kg/cm 2 , en particulier d'environ 200 

kg/cm 2 . 
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19. Precede selon Tune des revendications 12 a 18. caractense en ce que dans le cas ou la memDrane est 
utihsee comme biomatenau. en particulier en chirurgie. dans des points ae lorgamsme ou la degraaation 
enzymatique sera imDortante, on utilise une membrane preparee a partir d un gel de collagene qui aura 
ete tout d'abord lyophilisee pour former une eponge. qui est ensuite soumise a un traitement ce reticula- 
tion ou de tannage, en particulier par le diphenylphosphorylazide, puis rehydratee et congeiee avant d etre 
enduite ou recouverte de la solution de gelatine sur au moms une face, puis ('ensemble sera a nouveau 
lyophilise. 

20. Precede selon la revendication 19. caractense en ce que le lyophilisat obtenu est ensuite compnme a 
chaud pour obtenir la membrane sous sa forme finale directement utilisable comme biomatenau ae chi- 
rurgie. 

21. Utilisation de la membrane telle que definie dans Tune queiconque des revendications 1 a 11, ou telle 
qu'obtenue par le procede selon Tune queiconque des revendications 12 a 20. comme biomatenau, en 
particulier en chirurgie et notamment sous forme de pansement anti-adherences. 

22. Pansement anti-adherences. caractense en ce qu it comprend au moins une membrane telle que def mie 
a Tune queiconque des revendications 1 a 11 ou tel qu'obtenu par le procede selon Tune queiconque des 
revendications 12 a 20. 

23. Pansement anti-adherences selon la revendication 22, caractense en ce qu'il s agit d un pansement anti- 
adherences en chirurgie abdominale, en gynecologie ou en chirurgie cardiaque. 
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FIG.1 Art anferieur 




FIG. 2 
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